























た か は し ま さ き
氏 名 （ 本 籍 ） 高橋 正樹（東京都） 
学 位 の 種 類        博 士（薬学）  
学 位 記 番 号        博第 303 号  
学位授与の日付 令和 2 年 3 月 19 日  
学位授与の要件 学位規則第 4 条第 1 項該当  
学位論文題目        クレアチンおよびその代謝物の促進拡散に関与するトランス
ポーターの機能同定に関する研究
論文審査委員         （主査）教授 井上 勝央  
  教授 藤原 泰之  





る creatine および creatinine を被験化合物として選定した。  
 













creatine を輸送する SLC6A8（CRT1: creatine transporter 1）が古くから知られて
いる一方、近年、新たな creatine トランスポーターとして SLC16A12 （MCT12: 
monocarboxylate transporter 12）が同定されている。MCT12 は、Na+、Cl -非依存
的な輸送特性を示し、また H+依存性モノカルボン酸トランスポーターである MCT1-
4 とは異なり、高 pH で輸送活性の増強が認められており、MCT12 による creatine
輸送の詳細なメカニズムは不明である。  
そこで本研究では、MCT12 が creatine 輸送を行う促進拡散型トランスポーターで
あると仮説を立て、哺乳類培養細胞系における MCT12 の creatine 輸送を評価し、
その輸送機構を検討した。  
哺乳類培養細胞系における MCT12 の creatine 輸送活性を確認するため、ヒト胎児
腎由来細胞である HEK293 細胞を用い、MCT12 および MCT12 と分子シャペロンを
形成し、MCT12 の細胞膜安定性を向上させると報告されている CD147 を一過性に発
現させ、[14C]creatine の取り込みを評価した。[14C]creatine の取り込みは、CRT1 発
現細胞において、顕著な増加が認められた一方、MCT12 単独発現および MCT12、
CD147 共発現細胞においては有意な活性変動は認められなかった（Fig. 1）。この結果




Fig.  1.  The uptake of creatine in HEK293 cells 
t ransiently expressing CRT1, MCT12 with, or  
without CD147.  
その多くは基質あるいは共輸送するイオンの濃度勾配に対応して輸送方向が決定され
る。しかし、CRT1 による creatine 輸送においては、細胞外の Na+および Cl -濃度勾
配を利用して細胞内に creatine を取り込ませた後、細胞外の Na+を除去しても、細胞
内から細胞外への逆方法への輸送は起きないことが報告されている。そこで、この特
異的な CRT1 の輸送機能を応用し、MCT12 の creatine 排出活性を評価した。  
すなわち、CRT1 により細
胞内へ [14C]creatine をプレ
ロ ー ド し た 後 、 細 胞 外 を






CRT1 + CD147 共発現細胞
において、[14C]creatine の細
胞内残存率は 10 分間のイン
キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 約
71%に低下したが、その値は
それ以降 60 分までほぼ一定に維持された。一方、CRT1 + MCT12 共発現細胞および
CRT1 + MCT12 + CD147 共発現細胞における [14C]creatine 細胞内残存率は、時間依
存的に減少し、60 分経過後には 5％未満に低下した（Fig. 2）。また、プレロードした














目と 299 番目の Asp および
 
Fig.  2.  The efflux of creatine from HEK293 cells t ransientl y expressing 
CRT1 and MCT12. Time course profi les of intracellular [ 1 4C]creatine 
levels in HEK293 cells t ransiently expressing CRT1 alone (open circle),  
CRT1 and CD147 (closed circle),  CRT1 and MCT12 (open triangle),  and  
CRT1 and MCT12 with CD147 (open square) after replacing the uptake 
buffer for the eff lux buffer. ** p  < 0.01,  * p  < 0.05 compared with the 
value for residual [14C]creatine (% of 0 min) in HEK293 cells expressing 
CRT1 alone.  
 
Fig.  3.  Effect of amino acid substitution in the transmembrane domains 
(TMD) of MCT12 in MCT12-mediated creatine efflux in HEK293 cells.  ** 
p  < 0.01,  compared with the value for HEK293/MCT12 wild type cells.  
37 番目の Arg が関与することが示唆された（Fig. 3）。MCT12 および CD147 の mRNA







第 2 章 Creatinine の生体膜透過に与えるトランスポーターの影響  
Creatinine は、creatine の最終代謝産物であり、主として骨格筋で creatine およ







creatinine の排出に関わる分子機構は不明である。  
 そこで、前章で確立した排出輸送の評価方法を応用し、促進拡散型 creatinine トラ
ンスポーターの探索を行った。細胞内へ creatinine を濃縮的に取り込ませるトランス
ポーターとして OAT2 を選択し、各種トランスポーターを共発現した細胞における
creatinine 排出活性を評価した。  
OAT2 による [3H]cGMP の取り込み活性は、検討した各種トランスポーターとの共
発現により有意な影響を受けなかったが、同条件で [14C]creatinine の取り込みを顕著
に低下させるトランスポーターを 2 種同定した（ creatinine transporter 1：CreT1 お
よび creatinine transporter 2:CreT2）。CreT1 および CreT2 共発現細胞における
[3H]cGMP と [14C]creatinine の取り込み比は阻害剤存在下において顕著に増加し、
OAT2 単独発現細胞と同等のレベルまで回復した。本結果は、CreT1 および CreT2 が
creatinine を輸送基質とする促進拡散型トランスポーターであることを示唆するもの
である。また、CreT1 は骨格筋にも発現していることから、骨格筋から血液中へ


















































害剤添加により、コントロールレベルにまで回復することから、ENT2 および ENBT1 によるク
レアチニン排出輸送活性が示された。さらに、それぞれの単独発現系ではクレアチニンの有意な
細胞内取り込みが認めらないことから、上述の結果と併せて、ENT2 および ENBT1 は新規の促
進拡散型クレアチニントランスポーターであると結論づけ、それぞれの生理的役割は、筋肉およ
び血管内皮細胞におけるクレアチニン輸送に関与すると考察している。 
以上の研究成果は、促進拡散型トランスポーターの特性やこれらトランスポーターにより輸送
される化合物の体内動態を理解するための分子基盤となると共に、有用な促進拡散の評価法を提
供するものである。今後、促進拡散型トランスポーターを介した薬物の体内動態や薬物間相互作
用の分子機構の解明、体内動態の把握に基づく医薬品の開発に繋がるものと期待される。よって、
本論文は、博士（薬学）の学位論文として十分な価値を有するものと認める。 
